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Die Förderung der Leberproliferation durch
therapeutische Applikation von CD133-positive
Knochenmarkstammzellen vor erweiterter
Leberresektion
Mechanismen der hepatischen Regeneration
und Formen der Leberstammzellen
Die Leber hat eine ausgeprägte Regenerationskapazität, um auf biochemische zelluläre
Schädigung oder zellulären Verlust, beispielsweise nach chirurgischer Resektion, zu rea-
gieren. Diese organisierte Leberregeneration schließt einschneidende Änderungen be-
züglich der hepatischen, morphologischen Struktur, Genexpression und dem Spektrum
an Mediatoren wie Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Hormonen und deren Produktion
mit ein.1
Es gibt verschiedene experimentelle Modelle der Leberschädigung, in denen spezifi-
sche an der Regeneration beteiligte Zellpopulationen aktiviert oder vermehrt werden.2
Die drei potentiell in der Unterstützung der Regeneration nach Leberschädigung invol-
vierten Zellpopulationen sind: 1. reife Hepatozyten, 2. intrahepatische (Leber-)Progeni-
torzellen (LPC) und 3. extrahepatische Leber-Stammzellen, welche unter anderem von
zirkulierenden Hämatopoetischen Stammzellen (HSC) oder Knochenmarkstammzellen
(KMSZ) herrühren.
Welche spezifischen Zelltypen involviert sind und welche biochemischen Abläufe
relevant sind, ist jedoch immer noch wenig untersucht. Verschiedenste Zelltypen wer-
den für das selbsterhaltende und regenerierende Potential als verantwortlich diskutiert.
Hierzu gehören Hepatozyten an sich, welche einige Voraussetzungen des Selbsterhal-
tes mit sich bringen, zu denen die unlimitierte Proliferationskapazität gehört. Diese
in der ruhenden Leber hoch differenzierten Zellen spielen eine große Rolle im Rah-
men der Leberregeneration, insbesondere auch im chirurgischen Kontext. Neben die-
sen differenzierten und reifen Hepatozyten scheint die Leber bestimmte separate lo-
kale Stammzellkompartimente innezuhaben. So werden unterschiedliche Zelltypen in
potentiellen hepatischen Stammzellnischen postuliert: Der Kanal von Hering, welcher
sich um den proximalen Gallenwegsbaum anordnet, intralobuläre Gallenwege, periduc-
tuläre mononukleäre Zellen, peribiläre Hepatozyten und hepatische Sternzellen, welche
im Dissé’schen Raum lokalisiert sind.3
1 Vgl. Fausto et al. (2006), Krieg et al. (2006) sowie Michalopoulos (2007).
2 Vgl. Walkup et al. (2006).
3 Vgl. Kuwahara et al. (2008) sowie Sawitza et al. (2009).
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Hepatozyten
Reife Hepatozyten proliferieren im Rahmen physiologischer Gewebeerneuerung sowie
nach geringen Formen des Leberschadens und der Leberteilentfernung. Auch nach ei-
ner partiellen hepatischen Ischämie, induziert durch eine portalvenöse Embolisation
der rechten Lebersegmente I und IV bis VIII, konnte gezeigt werden, dass die Replikati-
on von Hepatozyten einen großen Anteil an der Vergrößerung des ungestört perfun-
dierten linken Anteils der Leber (Segmente II und III) hatte.4 Aufgrund der extensiven,
selbsterhaltenden Kapazität von adulten Hepatozyten werden diese auch als unipoten-
te Stammzellen bezeichnet, die sich normalerweise im Ruhezustand befinden, sich aber
bei Bedarf durch ausgeprägte Proliferationen an der Lebergeneration beteiligen.5
Leberprogenitorzellen
Im letzten Jahrzehnt haben diverse Untersuchungen zeigen können, dass Leberproge-
nitorzellen (LPC) eine wichtige alternative Quelle für Zellen zur Lebergeneration dar-
stellen. Diese intrahepatische Stammzellpopulation übernimmt insbesondere dann die
Aufgabe der Leberregeneration, wenn die Replikation von Hepatozyten gestört ist oder
versagt. Dieses trifft speziell für Szenarien von ausgeprägteren hepatozytären Schädi-
gungen zu.6 Diese Zellen sind auch als zelluläre Vorläufer des hepatozellulären Kar-
zinoms identifiziert worden. Die Begriffe LPC und oval cells sind austauschbar von
diversen Autoren verwendet worden, während andere den Begriff oval cells für LPC
im Nager reserviert haben.7 Die Beschreibung oval cells ist auf ein ausgedehntes Nu-
kleus-zu-Zytoplasma-Verhältnis und eine oval konfigurierte Morphologie in der Histo-
logie zurückzuführen. Auch wenn die genaue Lokalisation der oval cells Gegenstand
von Diskussionen war, besteht inzwischen weitgehend Konsens über die Position die-
ser Zellen nahe der portalen Trias, direkt benachbart zu den terminalen Gallengängen.
LPCs können als bipotente Vorläuferzellen angesehen werden, welche befähigt sind, in
zwei hepatische Linien auszudifferenzieren. Sie können nach Ausdifferenzierung zum
einen Expressionsmarker von Gallengangszellen (CK7) als auch Marker von fötalen und
adulten Hepatozyten, wie Albumin und Alpha-feto-Protein, expremieren.8 Insbesonde-
re nach ausgedehnten Formen der Leberschädigung findet sich eine sogenannte duktale
Reaktion, bei der LPCs, welche in der ruhenden Leber kaum nachweisbar sind, massiv
um die Gallengänge proliferiert zu finden sind.
Aktuell werden hepatische Sternzellen als Kandidaten für intrahepatische Stamm-
zellen im Raum zwischen sinusoidalen Endothelzellen und den Hepatozyten, dem
Dissé’schen Raum, diskutiert. Sie zeigen zum einen molekulare Marker von Stamm-
zellen, wie CD133. Zum anderen expremieren die angrenzenden sinusoidalen Endo-
thelzellen den parakrinen Stammzell-Lockstoff SDF-1 und üben über direkte physische
Kontakte eine stammzellbindende Wirkung auf Sternzellen aus, wie sie in für Stamm-
zell-Nischen typischen Umgebungen zu finden sind.9
4 Vgl. Duncan et al. (1999).
5 Vgl. Zhang et al. (2003).
6 Vgl. Gordon et al. (2000) sowie Fausto (2000).
7 Vgl. Knight et al. (2005) sowie Roskams et al. (2004).
8 Vgl. J. Wang et al. (2003).
9 Vgl. Sawitza et al. (2009).
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Extrahepatische adulte Stammzellen –
Hämatopoetische versusMesenchymale Stammzellen
Stammzellen können allgemein definiert werden als solche, die clone-bildend, selbst-
erhaltend und befähigt sind, sich in unterschiedliche Zelllinien auszudifferenzieren.
Zwei Typen von adulten extrahepatischen Stammzellen werden im Knochenmark ge-
funden: Hämatopoetische (HSC) und mesenchymale Stammzellen (MSC).
HSC aus dem Knochenmark sind bezüglich ihres Potentials, eine Quelle für sol-
che Leberstammzellen darzustellen, welche sich an der hepatischen Regeneration be-
teiligen, intensiv evaluiert worden.10 So bringen humane HSC, wie beispielsweise
CD133+/CD14+-Leukozyten die Kapazität mit sich, in vitro in eine hepatische Linie zu
differenzieren. Ferner werden sie nach partiellem Verlust von Lebergewebe infolge der
klinisch durchgeführten partiellen Hepatektomie peripher mobilisiert. Eine Mobilisa-
tion dieser Art zeigte sich nicht für andere große abdominelle chirurgische Eingriffe.
Auch CD34+-HSC waren in ähnlicher Form in vorangegangenen Untersuchungen mit
der partiellen Hepatektomie vergesellschaftet. Es wurde postuliert, dass HSC in der
Lage sind, sowohl in Hepatozyten als auch Gallengangsepithelien zu transdifferenzie-
ren.11 Knochenmark-abstammende Hepatozyten vermögen die regenerierende Leber
durch Transdifferenzierung zu besiedeln, ohne dass eine Fusion stattfindet.12 Ande-
rerseits wird von einigen Autoren die Hypothese vertreten, dass HSC intrahepatische
Stammzellnischen substituieren und sich so direkt oder über parakrine Mechanismen
an der Leberregeneration beteiligen. Vereinzelte Berichte beschreiben HSC als Quelle
für LPC.13
MSC sind vielversprechende Kanditaten für zellbasierte Behandlungen von Leberer-
krankungen, da sie leicht aus adultem Knochenmark zu gewinnen sind und in vitro
unproblematisch expandiert werden können. Erst kürzlich konnte für knochenmarkab-
stammende MSC gezeigt werden, dass sie in einem präklinischen Modell therapeutisch
gegeben die Mortalität signifikant reduzieren können. Wenn mit Leberzellen co-kulti-
viert, können MSC Albumin, CK-18, CK-19 und AFP auf Transkriptionsebene über drei
Wochen expremieren.14 MSC wurden in einem Ratten-Modell nach CCL4-vermitteltem
Leberschaden gegeben und waren in der Lage, die hepatische Schädigung zu minimie-
ren und die darauf folgende Erholung zu verbessern.15 Nichtsdestotrotz haben MSC die
Neigung, myofibroblasten-ähnliche Zellen (sogenannte narbenbildende Zellen) in ge-
schädigten Bereichen der Leber hervorzubringen. Dieses ist von besonderem Interesse,
da MSC eine der Hauptquellen für Knochenmark-abstammende Myofibroblasten sind.
Diese Daten zeigen Vorteile, aber auch potentielle Probleme von MSC für die therapeu-
tische Gabe zur Verbesserung der Regenerationsprozesse nach hepatischer Schädigung.
Insbesondere bei zukünftigen klinischen Studien, welche auf MSC-Basis als Therapie
zur Verbesserung des Leberschadens bei Leberzirrhose ausgelegt sind, sollte darauf ge-
achtet werden, dass die genannten negativen Auswirkungen hinsichtlich der Leberfibro-
10Vgl. Alison et al. (2000) sowie Petersen et al. (1999).
11Vgl. Crosby et al. (2001) sowie Lagasse et al. (2000).
12Vgl. Jang et al. (2004).
13Vgl. Petersen et al. (1999) sowie Oh et al. (2007).
14Vgl. Sato et al. (2005).
15Vgl. Kuo et al. (2008).
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se und Zirrhose nicht zum Tragen kommen. Ob diese Zellpopulation zur hepatischen
Regeneration überhaupt beitragen kann, ist derzeit noch Gegenstand von Diskussio-
nen.16
KMSZ zeigten das Potential, sich an der Substitution von nicht parenchymatösen
Zellen innerhalb der Leber, wie zum Beispiel Neutrophilen, Lymphozyten und ande-
re Entzündungszellen, zu beteiligen. Daher könnte ihnen auch eine wichtige Rolle in
der Immunregulation der Leber unter physiologischen und pathophysiologischen Be-
dingungen zukommen. Andere Hypothesen sprechen Knochenmarkstammzellen die
Fähigkeit zum Austausch beziehungsweise der Förderung der Regeneration endothe-
lialer Zellen innerhalb der Leber zu, welche für die effiziente Heilung der geschädigten
Leber essentiell sind. Sie stellen auf diese Art eventuell entscheidende Faktoren para-
kriner Natur bereit, welche für die effektive Heilung der geschädigten Leber unablässig
sind.17
Knochenmarkstammzellen als Dirigenten
im Konzert der Leberregeneration?
Grundsätzlich sind zwei Hypothesen, wie KMSZ sich eventuell an der Regeneration der
geschädigten Leber nach therapeutischer Applikation beteiligen könnten, in Betracht zu
ziehen:
A) Das Konzept, Hepatozyten oder deren Vorstufen zu applizieren, welche in der re-
generierenden Leber die lokale Masse an primären Leberzellen rekonstituieren.18
B) Die Theorie, die lokale Regenerationskapazität der Leber zu modellieren. So kann
das ausgeprägte selbsterneuernde Potential der Leber durch direkte und/oder humo-
rale Interaktionen beziehungsweise durch horizontalen Gentransfer mit am hepati-
schen Heilungsprozess beteiligten leberstationierten Zellen und deren Infrastruktur
optimiert werden.19
Wenn auch beide Phänomene stattfinden sollten, so würde doch Hypothese B einen
relevanten Teil des Widerspruchs erklären, dass KM zum einen als Teilnehmer von ex-
tensiven Formen der Lebergeneration erkannt wurden, dass aber zum anderen die Zahl
der nachweisbaren KM-abstammenden primären Leberzellen nach Regeneration der ge-
schädigten Leber klinisch nur sporadisch nachweisbar sind.20 Ob KMSZ indirekt durch
die Koordination der örtlichen Regenerationsprozesse zur Heilung der Leber beitragen
oder direkt durch Transdifferenzierungen in (modifizierte) Hepatozyten (hervorgehend
aus Transdifferenzierung oder Fusion), bleibt unklar und bedarf der weiteren Evalua-
tion. Schließlich mag beides simultan eine Rolle spielen – dies würde dann die Frage
aufwerfen, ob diese zwei Modalitäten der KMSZ-Beteiligung unabhängig voneinander
oder als eine Allianz im Rahmen der Lebergeneration parallel stattfinden.
16 di Bonzo et al. (2008).
17Vgl. Grompe (2003).
18Vgl. Almeida-Porada et al. (2004), Fiegel et al. (2006), Okumoto et al. (2006) sowie Thorgeirsson et al.
(2006).
19Vgl. Grompe (2003), Brulport et al. (2007) sowie Forbes et al. (2008).
20Vgl. Cantz et al. (2004) sowie Fausto et al. (2003).
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Stammzell-homing, Proliferation und Differenzierung
Die geschädigte Leber ist bekannt für die Expression von Chemokinen und chemotak-
tisch wirkenden Faktoren, wie stroma-derived-factor-1 (SDF-1), stem cell factor (SCF),
hepatischem Wachstumsfaktor (HGF), Interleukin 8 (IL-8) und andere, welche poten-
tiell am hepatischen homing von extrahepatischen Stammzellen beteiligt sind.21 He-
patisches Einnisten von extrahepatischen Vorläuferzellen ist im Rahmen von Leber-
schädigung ausgeprägter als im ruhenden Lebergewebe.22 Die geschädigte Leber zeigt
eine verstärkte Expression des SDF-1, welcher CD133+-KMSZ anlocken kann. Diese wie-
derum sind positiv für den SDF-1-Rezeptor CXCR4. CD133+-KMSZ folgen vermutlich
einem SDF-1-Gradienten und können so nach Mobilisation in das periphere Blut nach-
folgend an der hepatischen Regeneration teilhaben.23 In-vitro-Daten suggerieren, dass
die SDF-1-CXCR4- und HGF-c-met-Achsen wie auch G-CSF, EGF und FGF eine Rolle für
das Rekrutieren von (ex vivo expandierten) MSCs zu geschädigtem Gewebe, beziehungs-
weise für die Differenzierung zu Hepatozyten-artigen Zellen spielen.24
Behandlung von chronischer Lebererkrankungen
mit Stammzellen am Menschen
Experimentelle Daten haben eine wachsende Zahl von klinischen Untersuchungen zur
Stammzelltherapie diverser Pathophysiologien des Menschen stimuliert.
Im Bereich der Kardiologie werden zunehmend kontrollierte und zum Teil dop-
peltverblindete Studien unter Verwendung von KMSZ zur therapeutischen Verbes-
serung der links-ventrikulären, systolischen Funktion bei Patienten mit myokardialer
Infarzierung durchgeführt. Die Erfolgsquote ist variabel. Im Kontrast hierzu sind kli-
nische Untersuchungen unter Zuhilfenahme von KMSZ im Bereich der Therapie von
Patienten mit Lebererkrankungen derzeit weitgehend auf dem Level unkontrollierter
kleiner Machbarkeits- und Sicherheitsstudien angesiedelt. Die meisten dieser Studien
untersuchen die mögliche klinische Verbesserung von Patienten mit chronischen Le-
bererkrankungen. Der Effekt solcher Studien wurde im Wesentlichen an Parametern
wie Serum-Albumin-Spiegeln, Serum-Bilirubin, der hepatischen Gerinnungsfaktoren-
Synthese (internationale normalisierte Ratio (INR)) sowie Child-Pugh und/oder demMo-
del zur End-Stage-Lebererkrankung (MELD)-Score festgemacht.
In einer kritischen Übersichtsarbeit wurden diese Studien zusammengefasst.25 So
wurde in einer dieser Untersuchungen die Mobilisation von KMSZ im peripheren Blut
nach G-CSF bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen evaluiert. Die Ergebnisse
waren vielversprechend bezüglich der Verbesserung des Child-Pugh-Scores um mindes-
tens 2 Punkte bei vier von acht behandelten Patienten, während ein weiterer Patient
sich verschlechterte und die drei übrigen Patienten unverändert in ihrem Erkrankungs-
status waren. Anders konzipierte Studien beruhten auf der Verwendung von autologen
KMSZ, welche entnommen und entweder in die periphere Venenstrombahn oder in
21Vgl. Krieg et al. (2006), Dalakas et al. (2005), Hatch et al. (2002) sowie Kollet et al. (2003).
22Vgl. X. Wang et al. (2003).
23Vgl. Ratajczak et al. (2004).
24Vgl. Miyazaki et al. (2002), Fujii et al. (2002), Lange et al. (2005) sowie Tang et al. (2005).
25Vgl. Houlihan et al. (2008).
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die Leberarterie appliziert wurden. Patienten mit etablierter Zirrhose oder dekompen-
sierter Zirrhose auf einer Warteliste zur Lebertransplantation wurden in diese Studien
eingeschlossen. Bis auf eine Studie, welche vorzeitig nach dem Tod von zwei Patienten
abgebrochen wurde, zeigten die drei übrigen Studien einen Vorteil für die behandelten
Patienten bezüglich der eingangs genannten klinischen und laborchemischen Parame-
ter. In einer dritten Kategorie von Studien wurde der Effekt von entnommenen KMSZ,
welche zum Teil im Rahmen von In-vitro-Zwischenkulturen manipuliert und danach
re-infundiert wurden, untersucht. In einer präliminären, nicht kontrollierten Studie an
fünf Patienten mit Zirrhose konnte so eine vorübergehende Verbesserung von Serum-
Bilirubin und Albumin-Spiegeln nach Infusion über die V. porta oder die A. hepati-
ca von autologen CD34+-KMSZ gezeigt werden. Einer der in dieser limitierten Studie
untersuchten Patienten zeigte eine komplette Rückläufigkeit des hepatisch bedingten
Aszites. Eine Follow-up-Studie dieser Patienten zeigte einen Trend hinsichtlich Reduk-
tion der erhöhten Serumbilirubin-Level und eine Steigerung des Serum-Albumins. In
einem Doppelfallbericht konnten bei Patienten mit dekompensierter Alkoholzirrhose
nach Apharese von G-CSF mobilisierten, autologen Stammzellen und deren Re-Infusion
ohne eine weitere Aufgereinigung die Verbesserung der Child-Pugh- und MELD-Scores
beobachtet werden. Auch Zytokin-Level wie Interleukin 6 und Tumornekrosefaktor-Al-
pha-Rezeptor, welche mit dem ungünstigen Verlauf der alkoholischen Zirrhose positiv
korreliert werden können, waren bei diesen Patienten nach Therapie reduziert. Schließ-
lich wurde in jüngster Vergangenheit die (bezüglich der Patientenzahl) bisher größte
Studie als Single-Center-Erfahrung an 140 Patienten mit Post-HCV-Zirrhose publiziert,
bei der 90 Patienten randomisiert der Behandlungsgruppe mit G-CSF-Applikation plus
portalvenöse Gabe von autologen, für CD34 und für CD133 angereicherten KMSZ zu-
geordnet wurden. Marker der hepatozellulären Schädigung (Transaminasen im Serum)
und Syntheseparameter, wie Gerinnungsfaktoren und Bilirubin, verbesserten sich im
Vergleich zum Zustand vor der Behandlung in über 50 Prozent der Fälle ab dem zwei-
ten Monat nach Behandlung. Keiner der Kontrollpatienten zeigte eine derartige Verbes-
serung.26
Obwohl diese bisherigen Untersuchungen vielversprechende Ergebnisse in der Be-
handlung von Patienten mit chronischer Lebererkrankung liefern, bleiben diese Studi-
en den Beweis, dass KMSZ zuverlässig die Organregeneration in vivo fördern, bis dato
schuldig. Daher sind weitere, randomisierte, kontrollierte, multizentrische und – wo
ethisch vertretbar – doppelt verblindete Stammzellstudien notwendig, um diese Daten
zu überprüfen und zu sichern.
Die Therapie mit autologen CD133+-Knochenmarkstammzellen
zur Förderung der klinischen Leberproliferation
Die klinische Ausgangslage
Bei bis zu 45 Prozent der Patienten mit primären oder sekundären malignen Leber-
tumoren ist eine erweiterte Hemihepatektomie (mehr als vier Segmente) erforderlich,
um tumorfreie Resektionsränder zu erreichen.27 Onkologische Leberteilresektionen mit
26Vgl. Salama et al. (2010).
27Vgl. Iwatsuki et al. (1988) sowie Vauthey et al. (1993).
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einem funktionalen Restlebervolumen nach Resektion unter 20 bis 25 Prozent gehen
mit einer deutlich erhöhten postoperativen Mortalitäts- und Morbiditätsrate einher.28
Nach Resektion sollte entsprechend der Datenlage das verbleibende Leberrestvolumen
bei Patienten mit gesundem Lebergewebe entweder mindestens 0,5 Prozent des Kör-
pergewichtes oder mindestens 25 Prozent des initialen funktionalen Lebervolumens
betragen.29
Für diese Gruppe von Patienten wird das Konzept der präoperativen Induktion einer
Hypertrophie des nach Resektion verbleibenden Anteils der Leber (Prospektives Leber-
Restvolumen (FLRV)) vermehrt genutzt und eingesetzt. So wird in Fällen der erweiter-
ten rechten Hemihepatektomie die selektive portalvenöse Embolisation (PVE) der spä-
ter im Rahmen einer sogenannten Trisegmentektomie zu entfernenden Segmente I und
IV bis VIII eingesetzt, um ein ausreichendes FLRV zu erreichen, beziehungsweise eine
sichere chirurgische Intervention zu ermöglichen. Als ein inzwischen klinisch etablier-
tes Konzept, erzeugt die PVE durch eine partielle Ischämie der embolisierten Segmente
einen Proliferationsstimulus für die verbleibenden, portal perfundierten links-lateralen
Segmente II und III.30 Letztgenannte Segmente bilden den links-lateralen Leberlappen,
der das FLRV nach erweiterter rechter Hemihepatektomie darstellt.
Das Zeitfenster zwischen PVE und dem Erreichen eines ausreichenden FLRV liegt
bei bis zu 150 Tagen.31 Für Patienten mit zum Teil großen und schnell wachsenden
malignen Tumoren der Leber ist dieser Zeitraum jedoch häufig zu lang, als dass ein
kurativer chirurgischer Eingriff mit adäquat großem FLRV möglich wäre.
Die Rationale für CD133+-Knochenmarkstammzellen zur Therapie
Studien zeigen, dass hämatopoetische Stammzellen eine wichtige Rolle in der Leberre-
generation einnehmen32 und zur Augmentation und Beschleunigung von hepatischer
Proliferation beitragen können. Die therapeutische Applikation von KMSZ mag daher
ein vielversprechender Ansatz zur Förderung der Leberregeneration nach akuter und
chronischer Schädigung sein.33 Es ist nachgewiesen, dass die Anzahl von peripheren
HSC nach ausgedehnter Leberteilresektion um bis zu zehnmal höher ist als nach ei-
ner vergleichbar großen abdominellen Operation ohne Manipulation der Leber.34 Wir
konnten in Abhängigkeit vom Ausmaß der Leberresektion die periphere Mobilisation
von CD133+/45+-Stammzellen zeigen.35 Dies ist mit anderen Daten vereinbar, die eine
Erhöhung von peripheren Zellen mit Positivität für den Stammzellmarker CD133 nach
ausgedehnten Leberresektionen zeigen.36 CD 133+-KMSZ wurden in weiteren Studien
bereits zur Regeneration von Myokardzellen nach einem Myokardinfarkt verwendet.37
28Vgl. Bozzetti et al. (1992), Brancatisano et al. (1998), Cunningham et al. (1994) sowie Hemming et al.
(2003).
29Vgl. Schindl et al. (2005) sowie Truant et al. (2007).
30Vgl. Abdalla et al. (2002), Broering et al. (2002), Kubota et al. (1997) sowie Madoff et al. (2002).
31Vgl. Broering et al. (2002).
32Vgl. Alison et al. (2000) sowie Petersen et al. (1999).
33Vgl. Forbes et al. (2002) sowie Theise et al. (2003).
34Vgl. De Silvestro et al. (2004).
35Vgl. Schulte am Esch et al. (2009).
36Vgl. Gehling et al. (2005).
37Vgl. Ghodsizad et al. (2004), Ghodsizad et al. (2006), Klein et al. (2004) sowie Stamm et al. (2003).
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Erste eigene klinische Anwendungen an Patienten, denen CD133+-KMSZ im An-
schluss an eine PVE der Lebersegmente I und IV bis VIII portalvenös in die Leber-
segmente II und III appliziert wurden, zeigen eine deutliche Steigerung der täglichen
Leberproliferationsrate der Segmente II und III.38
Patienten
Die Studie wurde durch die Ethikkommission unseres Klinikums geprüft. Alle KMSZ-
behandelten Patienten wurden zuvor ausführlich aufgeklärt und gaben ihr schriftliches
Einverständnis. Diese elf Patienten wurden aufeinander folgend für eine PVE vor Leber-
teilresektion vorbereitet. Alle erfüllten die folgenden Kriterien: FLRV unter 25 Prozent
des totalen Lebervolumens (TLV) – abzüglich des Tumorvolumens; technisch durch-
führbare Trisegmentektomie und keine Tumoranteile in den Segmenten II und III;
offene Vena portae und D. hepaticus sinister. Bei diesen elf Patienten kamen weitere
Kriterien hinzu, die die Regenerationsfähigkeit fraglich erscheinen ließen, wie unten
spezifiziert. Daher wurde bei diesen Patienten die PVE mit einer portalvenösen Appli-
kation der CD133+-KMSZ vor erweiterter Hemihepatektomie kombiniert durchgeführt,
da eine PVE alleine wahrscheinlich nicht ausgereicht hätte, um eine suffiziente Prolife-
ration des links-lateralen Leberlappens in einer annehmbaren Zeitspanne herbeizufüh-
ren.39 Diese Patienten hatten ein Durchschnittsalter von 63,8 (± 10,79) Jahren, vier
Patienten waren weiblich. Die initiale sGOT betrug 55,0 ± 31,3 U/L, das Bilirubin 1,11
± 1,24 mg/dL und die INR 1,04 ± 0,13.
Die elf KMSZ-behandelten Patienten hatten, wie alle Teilnehmer dieser Studie, große
und/oder zentrale Leberläsionen mit einem FLRV von unter 25 Prozent des TLV. Bei
drei Fällen aus der Gruppe mit zusätzlicher KMSZ-Behandlung handelte es sich um
kolorektale Lebermetastasen, bei drei Patienten um einen Klatskin-Tumor, bei drei Pati-
enten um ein hepatozelluläres Karzinom und bei jeweils einem Patienten um ein intra-
hepatisches cholangiozelluläres Karzinom beziehungsweise eine Metastase eines neuro-
endokrinen Tumors. Mit Hilfe einer Reihe von Kriterien, welche darauf hinwiesen, dass
die Leberregenerationsfähigkeit eingeschränkt sein könnte, wurden diese Patienten der
Gruppe 1 zugewiesen. Drei Patienten hatten eine verminderte Leberparenchymqualität
aufgrund von Fibrose, Steatose und hepatotoxischer Chemotherapie in der Eigenana-
mnese, bei welchen bekannt ist, dass sie die Leberregenerationsfähigkeit beeinträchti-
gen.40 Vier Patienten zeigten ein ungewöhnlich kleines relatives Volumen des links-la-
teralen Leberlappens von unter 15 Prozent des TLV. Ein Patient hatte einen sehr schnell
wachsenden Tumor (Verdopplung der Tumorgröße in nur drei Monaten). Die übrigen
drei Patienten zeigten eine Kombination aus geringem FLRV und fraglicher Leberparen-
chymqualität, die nach individueller Beurteilung den Erfolg des regenerativen Stimulus
fraglich erscheinen ließ.
In die Kontrollgruppe wurden insgesamt elf Patienten einbezogen, welche eine PVE
ohne Applikation von Stammzellen vor einer geplanten Trisegmentektomie bekamen.
Diese Patienten hatten ein Durchschnittsalter von 64,6 (± 5,15) Jahren, sieben Patien-
38Vgl. Fürst et al. (2007) sowie Schulte am Esch et al. (2005).
39Vgl. Broering et al. (2002).
40Vgl. Nagasue et al. (1987).
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ten waren weiblich. Die initiale sGOT betrug 41,5 ± 28,2 U/L, das Serum-Bilirubin 0,75
± 0,4 mg/dl und die INR 0,95 ± 0,05. Die PVE alleine schien für die Patienten in die-
ser Gruppe, welche keinen Anhalt für eine eingeschränkte Leberregenerationsfähigkeit
oder einen schnell wachsenden Tumor zeigten, angemessen zu sein, um eine adäqua-
te Proliferation des links-lateralen Lappens zu induzieren.41 Diese Patienten dienten
als nicht-randomisierte Kontrollgruppe. Fünf Patienten in dieser Gruppe litten unter
kolorektalen Metastasen, zwei unter einem Klatskin-Tumor, zwei unter einem Gallen-
blasenkarzinom und jeweils ein Patient litt unter einem intrahepatischen cholangiozel-
lulären Karzinom, beziehungsweise einem hepatozellulären Karzinom. Bei einem der
Patienten handelte es sich um eine fibrosierende Cholangitis, die als Klatskin-Tumor
gedeutet worden war.
Volumetrie
Alle Patienten wurden mittels helikaler Computertomographie (CT) untersucht, um das
Lebervolumen berechnen zu können. Die Untersuchungszeitpunkte waren vor PVE,
zwei Wochen nach PVE und folgten dann in ein- bis zweiwöchigen Intervallen bis
zu fünf Wochen nach PVE, um den Grad der induzierten Hypertrophie abschätzen zu
können. Wenn innerhalb von zwei Wochen kein FLRV von über 25 Prozent des TLV
erreicht wurde und somit noch keine Trisegmentektomie durchgeführt werden konnte,
wurden nachfolgende Untersuchungen in ein- bis zweiwöchigen Abständen durchge-
führt, bis ein adäquates Volumen erreicht wurde. Alle CT-Untersuchungen wurden mit
dem gleichen Gerät42 durchgeführt. Die Messungen wurden manuell nach der Leber-
segmenteinteilung nach Couinaud vorgenommen. Die Volumetrie wurde unabhängig
voneinander durch zwei erfahrene Radiologen (17 beziehungsweise acht Jahre CT-Er-
fahrung) durchgeführt, ohne Kenntnis der Patientenidentität oder des Ergebnisses des
anderen Beobachters.
Die Differenz des absoluten, relativen und täglichen Zuwachses an FLRV nach PVE
und der Zeitspanne bis zur Resektion wurden berechnet.
Portalvenöse Embolisation
Die PVE wurde mittels digitaler Subtraktionsangiographie43 durchgeführt. Für die PVE
wurde bei den Patienten ein transileocolischer portalvenöser Zugang mit direkter Kanü-
lierung einer Mesenterialvene in Allgemeinanästhesie gewählt. In der Kontrollgruppe
erfolgte dies bei sieben Patienten, bei den übrigen wurde die PVE perkutan transhepa-
tisch durchgeführt.
Nach Einbringen eines 5-F-Gefäßkatheters44 in die Portalvene, welche nach außen
ausgeleitet wurde, wurden Faszie und Haut verschlossen. Eine Flushportographie wur-
de mit dem 5-F-Angiographie-Kobrakatheter45 in der V. portae durchgeführt. Polyvinyl-
41Vgl. Broering et al. (2002) sowie Madoff et al. (2002).
42 Somatom Emotion von Siemens (Erlangen, Deutschland).
43Multidiagnost 4 von Philips (Hamburg, Deutschland).
44Von Terumo (Leuven, Belgien).
45Von Terumo (Leuven, Belgien).
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Alkohol-Partikel46 mit einer Größe von 300 bis 1.000 Mikrometer, microcoils47 und
eine Histoacryl/Lipiodol-Mischung48 wurden für die selektive Okklusion der portalve-
nösen Abgänge zu den Lebersegmenten I und IV bis VIII verwendet. Die erfolgreiche
Embolisation wurde mittels einer finalen Flushportographie überprüft und dokumen-
tiert.
Präparation und Charakterisierung der CD133+-KMSZ
Nach Überprüfung durch unsere Ethikkommission und ausführlicher Aufklärung und
Einholung der Einwilligung des Patienten, wurde die Knochenmarkgewinnung für die
Verabreichung von selektierten Zellen in einem geschlossenen System durchgeführt.
Autologes Knochenmark wurde nach Einleitung der Anästhesie aus dem hinteren Be-
ckenkamm aspiriert und in heparinisierte Spritzen abgefüllt. Während der Minilaparo-
tomie zur Kathetereinlage und der PVE wurden das Knochenmark aufgereinigt und
mittels Zellseparation49 eine mit CD133+ angereicherte Suspension hergestellt.50
Nach durchschnittlich 160 Minuten waren die präparierten Zellen bereit zur portal-
venösen Applikation. Wie auch in früheren Studien beschrieben, wurden Aliquots vom
Aspirat und von der injizierten Suspension im Durchflusszytometer untersucht. Die
Zahl der mononukleären Zellen wurde mittels cell counter 51 bestimmt. Die aspirierte
Gesamtmenge an Knochenmark inMillilitern, die Reinheit der Zellen zur Applikation in
Prozent, und die absolute Anzahl an CD133+-Zellen wurden berechnet. Die Stammzell-
präparationen wurden aus 220 bis 440 Millilitern aspiriertem, nativem Knochenmark
hergestellt und zeigten nach Aufreinigung eine gemessenen Gesamtzahl von 7,3 bis
12,8 Millionen vitaler Zellen. Lediglich für eine Patientin, bei der im Rahmen einer aus-
geprägter Kachexie technisch nur 60 Milliliter Knochenmark aspiriert werden konnten,
lag die verabreichte Zellzahl bei 2,4 Millionen. Die flusszytometrisch bestimmte Rein-
heit der Zellen für CD133 lag im Median bei 89 Prozent (12 bis 95 Prozent).
Applikation der CD133+-KMSZ
Nach PVE wurde ein 5-F-Kobrakatheter52 unter fluoroskopischer Führung53 in die
Segment-II- und III-Portalvenenzweige eingebracht. Hierüber wurden die CD133+-Zel-
len selektiv in die nicht embolisierten Segment-II- und III-Äste der Portalvene appli-
ziert; diese Prozedur dauerte durchschnittlich acht Minuten. Hiernach wurde der Kathe-
ter entfernt. Für das gesamte Verfahren benötigten wir zwischen 3,5 und 5,5 Stunden.
Die Zeit, die benötigt wurde, um eine FLRV zu erreichen, um die Resektion durchführen
zu können, wurde exklusive des Tages der PVE und inklusive des Tages der Operation
berechnet. Nach der Applikation der KMSZ war keine spezielle Medikation erforderlich.
46 Contour von Boston Scientific (Cork, Irland).
47VortX von Boston Scientific (Cork, Irland).
48Von Braun (Tuttlingen, Deutschland) und Guerbet (Roissy, Frankreich).
49 CliniMACS von Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, Deutschland).
50Vgl. Ghodsizad et al. (2004), Ghodsizad et al. (2006) sowie Klein et al. (2004).
51Von Sysmex (Düsseldorf, Deutschland).
52Von Terumo (Leuven, Belgien).
53 Exposcop 8000 von Ziehm (Nürnberg, Deutschland).
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Ergebnisse
Die Ausgangsvolumina sowohl des FLRV als auch des TLV unterschieden sich nicht
signifikant unter den Gruppen. Das TLV betrug in der PVE-Gruppe mit Applikation
von KMSZ 1426,01 Milliliter± 353,64 Milliliter (Standardabweichung). Dies war nicht
unterschiedlich von der Gruppe mit alleiniger PVE (1516,45 Milliliter ± 338,19 Millili-
ter). Das FLRV betrug in der PVE Gruppe mit Applikation von KMSZ 239,3 Milliliter
± 103,5 Milliliter. Dies war nicht unterschiedlich von der Gruppe mit alleiniger PVE
(286,3 Milliliter ± 77,1 Milliliter).
Die durchschnittliche Zunahme des absoluten FLRV war nach PVE mit Applikation
von KMSZ 239,3 Milliliter± 103,5 (Standardabweichung) auf 417,1 Milliliter± 150,4.
Dies war signifikant höher als die Zunahme nach PVE alleine (von 286,3 Milliliter ±
77,1 auf 395,9 Milliliter ± 94; p < 0,05).
Auch die relative Zunahme des FLRV war bei den Patienten nach PVE mit BMSZ-
Applikation hervorragend (77,3 Prozent ± 38,2 Prozent). Nach PVE alleine nahm das
relative Volumen zwar ebenfalls gut zu, jedoch signifikant schlechter als unter zusätz-
licher BMSZ-Applikation (39,1 Prozent ± 20,4 Prozent; p = 0,039).
Wir konnten daher bei Patienten mit PVE in Kombination mit der Anwendung von
CD 133+-Zellen nach 27 ± 11 Tagen die Resektion durchführen, nach PVE alleine
erst nach 45 ± 21 Tagen (p = 0,02). Das Überleben war dabei weder in der frühen
postoperativen Phase, noch im Langzeit-Follow-up durch die kürzere Wartezeit negativ
beeinflusst. So konnten wir zeigen, dass es sich um ein sicheres Verfahren handelt.54
Die Leberfunktion des nach Stammzellbehandlung schneller proliferierten Leberparen-
chyms zeigte sich klinisch und laborchemisch dem regulär wachsenden hepatischen
Gewebe nach alleiniger portalvenösen Embolisation ebenbürtig.55 Gesamtüberlebens-
untersuchungen zeigten, dass die Präkonditionierung von später verbleibendem Leber-
gewebe mittels portaler Embolisation einen unabhängigen Überlebensvorteil mit sich
bringt. Subgruppenanalysen ergaben ein tendenziell besseres Überleben der zusätzlich
mit Stammzellen behandelten Patienten, wenn diese mit nicht zusätzlich Stammzell-
behandelten Patienten verglichen wurden.56 Eine randomisierte, multizentrische Stu-
die zur Überprüfung der Effektivität dieses Verfahrens ist nun in Vorbereitung.
Diskussion
Kürzliche Erfolge in der Stammzellforschung und Zelltransplantation haben unseren
Versuch, die präoperative Leberregeneration zu verbessern und somit die Wartezeit auf
ein ausreichendes Erreichen der FLRV zu verkürzen, stimuliert. CD133+ stellt sich da-
bei als ein vielversprechender Selektionsmarker für therapeutisch nutzbare KMSZ in
der Leberregeneration dar, da wir57 wie andere beobachten, dass CD133+-Stammzellen
im Serum von Patienten nach großer Leberteilresektion deutlich erhöht waren, jedoch
nicht bei kleinen Leberresektionen, beziehungsweise nach vergleichbaren großen abdo-
minellen Operationen.58 In zuletzt zitierter Studie wurde gezeigt, dass sich diese Zellen
54Vgl. Fürst et al. (2007), Schulte am Esch et al. (2005) sowie Schulte am Esch et al. (2008).
55Vgl. Schulte am Esch et al. (2008).
56Vgl. Schulte am Esch et al. (2008).
57Vgl. Schulte am Esch et al. (2009).
58Vgl. Gehling et al. (2005).
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in vitro in eine hepatische Zelllinie differenzieren können.Bisher ist noch nicht geklärt,
welche Faktoren dazu führen, dass diese Zellen mobilisiert werden oder sich einnisten.
Auch die Umstände, die zur organspezifischen Differenzierung dieser Zellen führen,
sind nur teilweise bekannt. Verschiedene Rezeptor-Ligand-Interaktionen, welche die
Adhäsion und Fusionierung von Stammzellen beeinflussen könnten, werden aktuell
noch untersucht. Es ist bekannt, dass eine geschädigte Leber Chemokine wie den stoma-
derived-factor-1 expremiert. Diese Faktoren scheinen an der Zielsuche von extrahepati-
schen Progenitorzellen teilzunehmen.59 Der Prozess des Aktivierens und der Adhäsion
von hepatischen Stammzellen könnte bei einer Verletzung der Leber beschleunigt sein.
Die PVE der Lebersegmente I und IV bis VIII setzt einen sehr starken Proliferations-
stimulus für die nichtembolisierten links-lateralen Segmente II und III, dem folgend
dann aufgereinigte autologe CD133+-KMSZ appliziert werden.60 Die direkte portalve-
nöse Applikation von hohen Konzentrationen von CD133+-KMSZ könnte das Einnisten
in die links-lateralen Segmente vereinfachen. Die Rationale für diesen Applikationsweg
wird durch eine Studie unterstützt, in der berichtet wird, dass ein hoher prozentua-
ler Anteil der KMSZ bei portalvenöser Applikation einem first-pass entrapment in der
Leber unterläuft.61
In unserer Untersuchung fanden wir eine im Median mehr als zweifach höhere täg-
liche hepatische Wachstumsrate bei Patienten, die sowohl eine PVE als auch eine Be-
handlung mit CD133+-KMSZ bekamen, wennmit Patienten, die nur eine PVE erhielten,
verglichen wurde. Daraus resultierte eine Reduktion der Wartezeit auf eine Operation
im Mittel um 18 Tage.62 Obwohl das links-laterale Volumen vor PVE in der Gruppe,
die mit KMSZ und PVE behandelt wurde, im Median deutlich geringer war, als in der
Gruppe, die nur mit PVE behandelt wurde, war der relative Zuwachs an Volumen der
links-lateralen Anteile der Leber in der KMSZ-Gruppe fast doppelt so hoch.63 Für beide
Gruppen gilt, dass geringe Erhöhungen von routinemäßig durchgeführten Laborpara-
metern (ASAT, ALAT, INR, Bilirubin) sich innerhalb von vier bis fünf Tagen nach der
Prozedur auf die präinterventionellen Werte normalisierten, was darauf hinweist, dass
kein nachhaltiger Effekt auf den Stoffwechsel oder die Syntheseleistung der Leber ver-
bleibt.64 Funktionelle Parameter wie Bilirubin im Serum und INR am siebten Tag zeig-
ten eine qualitative Vergleichbarkeit des nach Stammzell-Zusatztherapie schneller pro-
liferierenden Lebergewebes im Vergleich zur PVE-Standard-Interventionsgruppe. Die
onkologische Sicherheit war bei dem heterogenen und zahlenmäßig begrenzten Pati-
entenkollektiv nur eingeschränkt beurteilbar. Es zeigte sich aber zumindest in einer
weiteren Auswertung der Ergebnisse in der multivariaten Analyse im Cox-Regressions-
modell nach Resektion ein Überlebensvorteil für präoperativ mit PVE konditionierte
Patienten (mit und ohne Stammzelltherapie (n = 9 und n = 8) im Vergleich zu nicht
59Vgl. Hatch et al. (2002).
60Vgl. Fürst et al. (2007), Schulte am Esch et al. (2005) sowie Schulte am Esch et al. (2008).
61Vgl. Fan et al. (2001).
62Vgl. Fürst et al. (2007).
63Vgl. Fürst et al. (2007) sowie Schulte am Esch et al. (2005).
64Vgl. Fürst et al. (2007) sowie Schulte am Esch et al. (2005).
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vorbehandelten Patienten (n = 18).65 Dieser Vorteil war nach Post-HOC-Analyse insbe-
sondere für Patienten mit zusätzlicher Stammzelltherapie am stärksten ausgeprägt.
Unsere Studie hat jedoch ihre Grenzen. Wir haben zum Beispiel bisher nicht zeigen
können, welche Mechanismen dazu führen, dass es zu diesem Zuwachs an Lebervolu-
men kommt. Insbesondere können wir gegenwärtig nicht den Verbleib der injizierten
KMSZ nachweisen. Auch wenn wir nachweisen konnten, dass die FLRV bei den Patien-
ten, die mit CD133+-Zellen behandelt wurden, signifikant höher war (p < 0,05),66 haben
wir experimentell noch nicht nachgewiesen, ob und/oder wie dieser Effekt der Zellen
vermittelt wird und in vivo zu einer verstärkten Leberregeneration führt. Die zur Zeit
diskutierten Mechanismen der Stammzell-induzierten Leberregeneration beinhalten –
wie zuvor erwähnt – Zellfusion, Stammzellkonversion zu Leberzellen als Transdifferen-
zierung ohne Fusion zum einen und Förderung der endogenen Leberregeneration durch
die Stammzellen und deren parakrinenMediatoren beziehungsweise durch direkte Zell-
Zell-Kontakte zum anderen. Auch die Substitution intrahepatischer Stammzell- und Pro-
genitor-Populationen ist denkbar.
Schlussfolgerung
Wir zeigen in dieser Studie das erste klinisch-therapeutische Konzept zur Förderung
der Leberregeneration durch autologe KMSZ. Trotz der kleinen Fallzahl und der nicht
randomisierten Kontrollgruppe weisen unsere Daten darauf hin, dass das Konzept der
PVE mit portalvenöser CD133+-KMSZ-Applikation, im Gegensatz zur PVE alleine, das
Potential birgt, die Proliferation des FLRV zur Vorbereitung auf eine erweiterte Leber-
resektion zu beschleunigen oder gar zu erhöhen. Das Verfahren scheint sicher und auch
gut im klinischen Alltag durchführbar. CD133+-KMSZ könnten eine gute Ergänzung
zur PVE bei Patienten mit sehr kleinem links-lateralen Lebervolumen, einem großen
und schnell wachsenden Tumor und/oder verminderter Qualität des Leberparenchyms
sein. Eine klinische Studie wird derzeit mit größeren Fallzahlen durchgeführt, um die
Effektivität des Verfahrens unter prospektiven, kontrolliert-randomisierten Bedingun-
gen zu überprüfen.
Dieses innovative Verfahren hat das Potential zur Verbesserung der chirurgischen
Therapie von onkologischen Patienten, die eine ausgedehnte Leberteilresektion benö-
tigen. Perspektivisch bietet es darüber hinaus aber auch klinische Behandlungsansätze
zur Förderung der hepatischen Regeneration bei anderen akuten und chronischen For-
men der Leberschädigung.
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